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《研究の背景・目的》

腎近位尿細管には塩基性薬物を広く認識する有機カチオントランスポータが発現

し、 H2受容体阻害薬、抗不整脈薬、ビグアナイド系血糖降下薬、抗がん剤シスプラ

チン等、構造の異なる種々の塩基性薬物の尿細管分泌に関与している。 OCT2は近位

尿細管の側底膜に発現し、膜ポテンシャル依存的に多様な塩基性薬物の細胞内取り込

みを媒介するトランスポータであり、種々の有機カチオントランスポータの中でも最

も重要な役割を果たしているものの一つであると考えられている。また、 OCT2タン

パクや mRNAの腎発現量には顕著な性差が存在し、側底膜を介したカチオン性薬物

の輸送と対応していることや、 OCT2の発現調節に血中テストステロンレベルが関与

することを立証している。さらに、高尿酸血症モデルラットおける OCT2の腎発現量

の低下にも一部、血中テストステロンを介した発現調節機構が関与していることを明

らかにした。 OCT2は腎臓に最も豊富に発現する有機カチオントランスポータである

ことから、 OCT2の腎発現レベルは塩基性薬物の腎排泄能の個体差や個体内変動に影

響する重要な因子と考えられるが、これまでその発現制御機構に関する情報はほとん

ど知られていない。研究代表者らはこれまでに、単離した OCT2プロモータ領域を用

いた検討を行い、血中レベルに対応したテストステロン濃度によって、顕著に OCT2

のプロモータ活性が上昇することを明らかにした。本研究では、 OCT2プロモータ領

域の変異コンストラクトやアンドロゲンレセプターの特異的阻害剤を用いた検討を

行い、テストステロンによる OCT2発現調節機構の詳細解析を実施した。

《研究成果》

研究実施計画に基づき有機カチオントランスポータ OCT2のプロモータ領域を単

離後、テストステロンによる OCT2の転写調節機構の解明を図った。

1. OCTl, 2, 3のプロモータ領域のクローニング

OCTl並びに OCT3のプロモータ領域は ratgenomic DNA (Clontech社）を鋳型

として、 OCTl並びに OCT3上流の塩基配列に特異的なプライマー (OCTl:sense 

5'-GGACGCGTCCATGCTCTGCGAACTGAGGT-3', antisense 

5'-GGCTCGAGGACTGCCACCAGGGGTTCAT-3'; OCT3: sense 

5'-GGACGCGTCCCTTCGAAGCAGAGGGAAAA-3', antisense 

5'-GGAGATCTTGCAGGAATAGCCTCCAGTGC-3')を用いて PCRにより増幅した。

一方、 OCT2のプロモータ領域は RatGenomic DNA (Clontech社）を鋳型として翻

訳開始部位の約 3kb上流に相当する 406bpの長さの塩基配列を PCRによって増幅後、

32p標識したものをスクリーニング用のプローブとして用いた。RatGenomic Library 

(Clontech社）を 3次スクリーニングまで繰り返すことにより、最終的に 2種類の

陽性クローン（約 20kbp、 約 18kbp) を得た。約 20kbpのクローンの塩基配列を

解析したところ、翻訳開始部位の上流約 3kbを含み、 OCT2のプロモータ領域、 exon

1及び 2、並びに隣接する intronを2種類有することが判明した。
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OCTの 5'上流域に相当する約 3kbのDNA断片を pGL3-Basicluciferase geneベ

クター (Promega社）に導入しサブクローニングした。 OCTI,2, 3の切断物は制限

酵素処理により得た。 ARE(アンドロゲン応答配列）の変異は QuikChangeII

Site-Directed Mutagenesis kit (Stratagene) を用いて作成した。

2. OCT2プロモータのテストステロンによる転写促進

得られたプロモータ領域を pGL3ベクターに挿入後、ラットアンドロゲンレセプタ

- (AR) とともにブタ腎由来の培養上皮細胞 LLC-PKバこ発現させ、プロモータ活性

の測定を行った。その結果、 OCT2のプロモータ活性のみが lnM以上のテストステ

ロンによって促進され、アンドロゲンレセプターの拮抗薬である nilutamideによっ

て有意に抑制された。しかしながら、 nilutamideによる抑制効果は部分的であり、

この原因として nilutamideはアンドロゲンレセプターの部分拮抗薬であることが考

えられた。一方、 HEK293細胞を用いて同様の検討を行ったところ、テストステロン

による促進は認められなかったことから、 OCT2の転写促進には腎上皮細胞に特有の

何らかの転写調節因子が関与しているものと考えられた。

3. プロモータ領域の部分切除並びにAREの変異導入コンストラクトにおける転写活

性の解析

OCT2の転写開始部位から上流約 3,000bpまでに 5カ所のアンドロゲン応答配列

(ARE-1 ,....__,5, 5'側より順）が認められた。 OCT2のプロモータ領域を種々の制限酵素

を用いて切断し作成したコンストラクトを用いてプロモータ活性を測定したところ、

-1,895位で切断したコンストラクトではテストステロンによる転写促進が部分的に

低下し、 -819位で切断したコンストラクトではテストステロンによる転写促進が完全

に消失していた。このことから、 ARE-1または（及び） ARE-2、並びに ARE-3また

は（及び） ARE-4がテストステロンによる転写促進に関与することが示唆された。

そこで、個々の AREの塩基配列に変異を導入することにより作成した変異コンスト

ラクトを作成し、プロモータ活性を測定したところ、 ARE-1(-2,975,.....__,-2,960位）お

よびARE-3(-1,340,.....__,-1,325位）を変異させたコンストラクトにおいてのみ、テスト

ステロンによる転写活性の充進が完全に消失していた。これらの結果から、 OCT2の

プロモータ領域に存在する 2種類の ARE(ARE-1及びARE-3)はテストステロンに

よる転写活性の充進に重要な役割を果たすことが明らかとなった。

本研究成果から、テストステロンが AREを介した機構により OCT2の転写活性を

促進することが明らかになった。テストステロンによる OCT2転写活性の直接的な充

進は、 OCT2の腎発現量の個人差の一因となる可能性が考えられた。これらの成果は、

薬物腎排泄の個人差を考慮した薬物投与設計や医薬品開発のために有用な基礎的知

見と考えられる。
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